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Acetyl-Serin Oder Thiazolindinderi vaten 

(57) Die Erfindung betrifft Mikroorganismen und 
Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, 
L-Cystin, N-Acetyl- Serin oder Thiazoiidinderivaten. 

Der erfindungsgemaBe Mikroorganismenstamm, 
der zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L- 
Cystin, N-Acetyl-Serin und/oder Thiazoiidinderivaten 
geeignet ist, ist dadurch gekennzeichnet, daft er minde- 
stens ein Gen kodierend fur ein Protein, welches direkt 
zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen fur den 
Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der Zelle geeig- 
net ist, uberexprirrtiert. 
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Beschreibung 

Die EHindung betriH, Mikroorganismen und Vedabren zur fermentativen Herste.lung von L -Cystein, L-Cys*,, N- 
Acetyl-Serin Oder Thiazolidinderivaten. ^hon mr uiele Aminosauren Stand der Technik. Es exisSert 

Die fermentative Herstel.ung von Aminosauren ,st,n J^J^^L^Wa 
bisher jedoch kein wirtschaftliches ^ e ^en alljernein bei der Kondensation von Cystein 

Thiazolidinderivateunddieentsprechenden ^^°^ n e ™" mit verschiedenen Ketonen oder Aldehyden, 
mit Ketonen Oder Aldehyden. Die .<* e ™ sch * ^^^^^ erfolgt Ober das Hemithioketal als Zwi- 

insbesondere mit a-Ketosauren, .st schon '^J^""^ 

^'"mSSn^ Schema ist die Bildung von Thiazo.idinderivaten aHgemein dargestelit: 
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R., und R 2 kdnnen dabei beliebige organische Reste bedeuten. 

5 Die Edukte stehen somit uber das Hemithioketal mit dem Thiazolidinderivat im Gleichgewicht. Daher kommt in 

waGriger LOsung neben dem Thiazolidinderivat im allgemeinen auch das Hemithioketal vor. 

Im Sinne der vorliegenden Erf indung ist mit "Thiazolidinderivat" auch ein Gleichgewicht dieser Substanzen mit dem 
dazugehOrigen Hemithioketal gemeint 

Thiazolidine wurden bisher nicht als direkte Metaboliten von Zelien beschrieben. Alle Berichte von Thiazolidinbil- 

io dungen durch Zellen beruhen auf der GbermaGigen externen Zugabe von einem der Edukte, meistens von L-Cystein, 
das dann durch Desulfhydrierung und Desaminierung in Pyruvat umgewandelt wird, welches wiederum mit dem zuge- 
gebenen Cystein reagiert. (Ronald C. Simpson et al., Biochimica et Biophysic Acta, 496 (1977), 12-19). Kredich et al. 
beschrieben in J. of Biol. Chem. 248, 1 7: 61 87-61 96, die in vitro Bildung von 2-Methyl-2,4-Thiazolidindicarbonsaure bei 
einer enzymatischen Desulfhydrierung von L-Cystein, halten jedoch die Bildung dieser Substanz in vivo fur auGerst 

15 unwahrscheinlich. 

Es ist bekannt, Thiazolidine als racemische Vorstufen fur die Herstellung von L-Cystein durch Biotransformation zu 
verwenden (EP-A 0 101 052, Ok Hee Ryu et al., Biotechnology Letters 17 Nr. 3, 275-280 (Marz 1995)). Wenn das 
Racemat zur Herstellung von L-Cystein eingesetzt wird, muG dies durch Enzyme Oder ganze Zellen stereoselektiv zu 
L-Cystein umgewandelt werden. Die verbleibenden Diastereomere mussen anschlieGend wieder racemisiert werden. 

20 Diese Biotransformation ist aus diesen Grunden mit hohen Kosten belastet. 

Die chemische Synthese von Thiazolidinen aus racemischem Cystein und einem entsprechenden Keton oder 
Aldehyd fOhrt zu vier verschiedenen Diastereomeren. Eine chemische Synthese aus enantiomerenreinem L-Cystein ist 
teuer und zum Zweck der anschlieBenden Gewinnung von L-Cystein unsinntg. Daher leidet ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Thiazolidindiastereomeren, die am C4-Atom die R-Konfiguration aufweisen unter den hohen Kosten der 

25 Edukte. 

Die voriiegende Erfindung betrifft Mikroorganismen die zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N- 
Acetyl-Serin und/oder Thiazolidinderivaten geeignet sind. 

Ein erfindungsgemaGer Mikroorganismenstamm ist dadurch gekennzeichnet, daG er mindestens ein Gen kodie- 
rend fur ein Protein welches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen fur den Organismus toxischen Stof- 
30 fen aus der Zelle geeignet ist uberexprimiert. 

Unter fur den Organismus toxischen Stoffen sind im Sinne der Erfindung vorzugsweise Verbindungen zu verste- 
hen, die das Wachstum des Organismus negativ beeinflussen. Solche Verbindungen sind beispieisweise Carbonsau- 
ren oder Carbonsaurederivate in hohen intrazellularen Konzentrationen. 

Gene, die Proteine kodieren, welch e direkt zur Ausschleusung von Antibiotika und anderen toxischen Stoffen aus 
35 der Zelle geeignet sind oder die Bildung von solchen Proteinen veranlassen, werden im folgenden als Efflux-Gene 
bezeichnet. 

Die Erfindung betrifft somit auch die Verwendung von Efflux-Genen zur verstarkten Expression von AminosSuren 
oder tntrazellular gebildeten Aminosaurederivaten in der Fermentation. 

Als Efflux-Gen wird im erfindungsgemSGen Mikroorganismus vorzugsweise mindestens ein Gen ausgew&hlt aus 
40 der Gruppe mar-Locus (S.P. Cohen et al., Journal of Bacteriology, Mar. 1993, 175: 5, 1484-1492), emr-Locus, acr- 
Locus, cmr-Locus (siehe P.F. Miller und M.C. Sulavik, Molecular Microbiology (1996) 21 (3), 441-448), mex-Gene (T. 
KOhler et al., Molecular Microbiology (1997) 23(2), 345-354), bmr-Gen (A. A Neyfakh et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
88: 4781-4785 (1991)), qacA-Gen (J.M. Tennent et al., J. Gen. Microbiol. 135: 1-10 (1989)) uberexprimiert. 

Bevorzugt werden im erf indungsgemaGen Mikroorganismus als Efflux-Gene die des mar- Locus uberexprimiert 
45 Insbesondere bevorzugt wird im erfindungsgemaGen Mikroorganismus ein Gen uberexprimiert, das fur ein Protein 
umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLVV VVWGLNFWl KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ ID: 1) oder eine 
Sequenz mit einer Sequenzhomologie zu SEQ ID: 1 grOGer 50 % kodiert. 

Vorzugsweise ist die Sequenzhomologie zu SEQ ID: 1 grOGer 75 %, besonders bevorzugt ist die Sequenzhomolo- 
gie zu SEQ. ID. NO: 1 grOGer 90%. 
so Die Erfindung betrifft somit auch Gene kodierend fur ein Protein umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLVV 
VVWGLNFWl KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ. ID. NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie zu 
SEQ. ID. NO: 1 grOGer 50%. 

Die Erfindung betrifft ferner Proteine umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLVV VVWGLNFWl KVGLHNMPRL 
MLAGLRFMLV (SEQ. ID. NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie zu SEQ. ID. NO: 1 grOGer 50 %. 
55 Vorzugsweise ist die Sequenzhomologie zu SEQ. ID. NO: 1 grOGer 75 %, besonders bevorzugt ist die Sequenzho- 
mologie zu SEQ. ID. NO: 1 grOGer 90%. 

Beispieisweise kOnnen erfindungsgemSGe Proteine diefolgende Sequenz besitzen: 
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1 MKFRGGRMSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV 
51 AFPAIFFVAR PKVPLNLLLiG YGLTISFAQF AFLFCAINFG MPAGLASLVL 
101 QAQAFFTIML GAFTFGERLH GKQLAGIALA IFGVLVLIED SLNGQHVAML 
151 GFMLTLAAAF SWACGNI FNK KIMSHSTRPA VMSLV1WSAL IPIIPFFVAS 
2 01 LILDGSATMI HSLVTIDMTT ILSLMYLAFV ATIVGYGIWG TLLGRYETWR 
251 VAPLSLLVPV VGLASAALLL DERLTGLQFL GAVL1MTGLY I NVFGLRWRK 
301 AVKVGS* (SEQ. ID. NO: 2) 



Der offene Leserahmen, der fur das Protein mit der Aminosauresequenz gemaB SEQ. .D. NO: 2 kodiert. wird im 
folqenden auch als ORF 306 bezeichnet 

Ein weiteres Beispiel fur ein erfindungsgemaBes Protein gibt die folgende Sequenz w.eder. 

30 x MSR KDGVLALLW WWGLNFWI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV 



40 



55 



44 AFPAIFFVAR PKVPLNLLLG YGLTISFAQF AFLFCAINFG MPAGLASLVL 
94 QAQAFFTIML GAFTFGERLH GKQLAGIALA IFGVLVLIED SLNGQHVAML 
144 GFMLTLAAAF SWACGNI FNK KIMSHSTRPA VMSLVIWSAL IPIIPFFVAS 
194 LILDGSATMI HSLVTIDMTT ILSLMYLAFV ATIVGYGIWG TLLGRYETWR 
244 VAPLSLLVPV VGLASAALLL DERLTGLQFL GAVLIMTGLY I NVFGLRWRK 
2 94 AVKVGS* (SEQ. ID. NO: 3) 



ErfindungsgemaBe Proteine sind auch solche Proteine die eine Aminosauresequenz mit einer ^uenzhomologie 
auf SSSZ^^Bm als 50 % zur Aminosauresequenz gemSB SEQ. ID. NO: 2 Oder SEQ. ID. NO: 3 bes,tzen. 
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Vorzugsweise istdie Sequenzhomologie der erfindungsgemaGen Proteine zu SEQ. ID. NO: 2 oder SEQ. ID. NO: 3 
grOGer 75 %, besonders bevorzugt ist die Sequenzhomologie zu SEQ. ID. NO: 2 Oder SEQ. ID. NO: 3 grflGer 90%. 

ErfindungsgemaGe Gene sind daher auch solche Gene, die fur Proteine mit einer Aminosauresequenz gemaG 
SEQ. ID. NO: 2 oder SEQ. ID. NO: 3 oder eine Aminosauresequenz mit einer Sequenzhomologie auf Aminosaure- 
5 ebene grGGer als 50 %, vorzugsweise 75 %, besonders bevorzugt 90% zur Aminosauresequenz gemaG SEQ. ID. NO: 
2 oder SEQ. ID. NO: 3 kodieren. 

In der vorliegenden Erfindung beziehen sich alle erwahnten Homologiewerte auf Ergebnisse, die mit dem Compu- 
terprogramm "Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin" erhalten wer- 
den. Die Homologiebestimmung erfolgt durch eine Suche in der Datenbank mit dem Unterprogramm "fasta" und den 
10 voreingestellten Werten (word size 2). Die ahnlichsten Sequenzen werden dann mit dem Unterprogramm "gap" auf 
Homologie untersucht Hierbei werden die voreingestellten Parameter "gap creation penalty 12" und "gap extension 
penalty 4" verwendet. 

Ein weiteres Beispiel fur die Uberexpression eines erf indungsgemaGen Gens zur Steigerung der Cysteinbildung ist 
die Uberexpression eines 5,5 kb langen DNS- Fragments, das auch fur den mar- Locus kodiert. Dieses Plasmid mit der 
15 Bezeichnung 100-1-1 wurde bei der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D- 
38124 Braunschweig in E.coli K12 W31 10 unter der Nummer DSM 1 1545 hinterlegt. Fig. 1 zeigt eine Plasmidkarte die- 
ses Plasmids. Dieses Plasmid kann zur Ampiifikation von erfindungsgemaGen Gene mittels PCR genutzt werden. 

Eine gezielte weitere Modifikation dieser Gene an jeweils gewunschter Position der Sequenz mittels bekannter Ver- 
fahren, beispielsweise der Technik der site directed Mutagenese ist dem Fachmann gelauf ig. Auch Mikroorganismen, 
20 die derart mod'rfizierte Gene enhalten sind demnach erfindungsgemaG solange die derart modifizierten Gene zur Her- 
stellung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin und/oder Thiazolidinderivaten beitragen. 

Unter Uberexpression ist im Sinne der Erfindung zu verstehen, daG die Expression des Proteins im erfindungs- 
gemaGen Mikroorganismus mindestens doppelt so stark erfolgt wie im Wildtyp aus dem das Protein stammt. 

Vorzugsweise erfolgt die Expression des Proteins im erfindungsgemaGen Mikroorganismus mindestens funfmal so 
25 stark wie im Wildtyp, besonders bevorzugt mindestens zehnmal so stark wie im Wildtyp aus dem das Protein stammt. 

Ohne eine Uberexpression der genannten Gene beispielsweise durch unabhangige Transkription durch einen 
gesonderten Promotor oder beispielsweise ohne Anwesenheit des fur MarA kodierenden Gens in vielen Kopien auf 
einem Plasmid ist keine deutliche Ausbeutesteigerung fur L-Cystein oder Thiazolidinderivate gegenuber dem Aus- 
gangsstamm zu beobachten. 

30 Die Ausbeutesteigerung durch die Uberexpression der genannten Sequenzen war urn so uberraschender, als das 
in der Literatur beschriebene Genprodukt des offenen Leserahmens ORF266 dessen Sequenz ab dem Methionin in 
Position 41 in SEQ: ID: NO: 2 der Sequenz SEQ: ID: NO: 4 entspricht, bei Uberexpression nicht zu einer Ausbeutestei- 
gerung an L-Cystein fuhrt. 

In der oben dargestellten von ORF306 abgeleiteten Aminosauresequenz ist das Startmethionin von ORF266 fett 
35 gedruckt und unterstrichen. 

Dem Fachmann sind eine Reihe von Verfahren bekannt, die Uberexpression eines Gens zu erreichen. Eine MOg- 
lichkeit ist beispielsweise die Expression des Gens auf einem Plasmid, das mit einer erhflhten Kopiezahl in der Zelle 
voriiegt. Solche Plasmide sind bekannt. Beispielsweise seien genannt pACYC177, pACYC184, Derivate von 
pACYC184, pBR322, andere pBR-Derivate, pBlueskript, pUC18, pUC19 sowie andere in Escherichia coli herkOmmlich 
40 verwendete Plasmide. 

Bevorzugte Plasmide zur erfindungsgemaGen Oberexpression sind pACYC177, pACYC184, Derivate von 
pACYC184, pBR322 und andere pBR-Derivate. 

Besonders bevorzugt werden pACYC184 und dessen Derivate wie beispielsweise pACYC184-LH (hinterlegt bei 
der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig unter der 
45 Nummer DSM 10172). 

Die Erfindung betrifft somit auch Plasmide enthaltend erfindungsgemaSe Gene. 

Weitere MOglichkeiten fur eine Expressionsverstarkung sind die ErhShung der Kopienzahl eines Efflux-Gens durch 
eine Amplrfizierung des Genabschnitts im Chromosom oder die Verwendung von starken Promotoren zur besseren 
Transkription des Efflux-Gens. 

so Als starke Promotoren sind beispielsweise der GAPDH-Promotor, der tac Promotor (p tac ). der Lac-Promotor (Pi ac ), 
der trp Promotor (p trp ), Lambda PL oder Lambda PR geeignet. 

Bevorzugt geeignet sind der GAPDH-Promotor oder der tac Promotor (Ptac)- 
Besonders bevorzugt geeignet ist der GAPDH-Promotor. 

Eine weitere M6glichkeit fur eine Expressionsverstarkung ist die Inaktivierung von Repressorgenen, die auf die 
55 Expression eines Efflux-Gens hemmend wirken. Fur den mar-Genort ware dies beispielsweise die Inaktivierung des 
mar R-Gens. 

Auch Elemente, die die Translation positiv beeinf lussen, tragen zu einer Uberexpression des Efflux-Gens bei. Sol- 
che Elemente sind beispielsweise eine gute Ribosomenbindungsstelle (z. B. Shine-Dalgarno Sequenz) oder Downst- 
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ream Box. 

Ein bevorzugtes Element, das die Translation positiv beeinf luBt ist die gute Ribosomenbindungsstelle des GAPDH- 
Gens. 

Zur Expression der Efflux-Gene werden diese in einen Mikroorganismus transformiert, der L-Cystein produziert. 

Vorzugsweise werden Efflux-Gene in Mikrorganismen transformiert ausgewahlt aus der Gruppe Bacillus wie 
B.subtilis, Corynebacterium wie C. glutamicum, Streptomyces und E. coli. 

Vorzugsweise werden die Efflux-Gene in Organismen transformiert, die in ihrem Cysteinstoffwechsel so dereguliert 
sind, daB es zur Bildung von erhOhten Mengen an L-Cystein und ggf. nachfolgend zur Bildung eines Thiazolidinderivats 
von L-Cystin Oder von N-Acetyl-Serin kommt. 

Beispiele fur Mikroorganismen die erhOhte Mengen an L-Cystein produzieren sind Mikroorganismen mit feedback- 
resistentem CysE Allel. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden Mikroorganismen transformiert, die intrazellular durch die 
Kondensation von L-Cystein und einem Keton oder Aldehyd, insbesondere Pyruvat, ein Thiazolidinderivat bilden. 

Mikroorganismen, die erhOhte Mengen an L-Cystein produzieren sind beispielsweise in der Patententanmeldung 
DE 19539952 beschrieben.(DE 19539952 is incorporated by reference) 

Verfahren zur Transformation eines Mikroorganismus sind dem Fachmann beispielsweise aus Standard! ehrbu- 
chern bekannt Alle bekannten Verfahren lassen sich zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Mikroorganismus 
anwenden. 

Durch eine verstarkte Expression der Efflux-Gene in Mikroorganismen, die Aminosauren oder intrazellular gebil- 
dete Aminosaurederivate wie beispielsweise L-Cystein, L-Cystin, N- Acetyl -Serin oder Thiazolidinderivate hiervon pro- 
duzieren, kommt es uberraschenderweise zu einer verstarkten Ausschleusung von Aminosauren oder intrazellular 
gebildeten Aminosaurederivaten wie z.B. L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin und Thiazolidinderivaten hiervon aus der 
Zelle. Dadurch werden deutlich hohere Ausbeuten dieser Produkte in der Fermentation erzielt. 

Die Erfindung betrifft somit auch Verfahren zur Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin oder Thiazoli- 
dinderivaten hiervon dadurch gekennzeichnet, daB ein Mikroorganismus der Efflux-Gene uberexprimiert in an sich 
bekannter Art und Weise in der Fermentation eingesetzt wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N- Acetyl -Serin oder 
Thiazolidinderivaten weist mehrere Vorteile auf : 

Es entstehen nur Thiazolidindiastereomere, die am C4-Kohlenstoffatom nur die R-Konfiguration aufweisen, da 
durch die Enzymausstattung der Zelle stereoselektiv L-Cystein entsteht, das dann mit dem jeweiligen verfugbaren 
Keton oder Aldehyd ausschlieBlich zu den genannten Thiazolidindiastereomeren reagieren kann. 

Aus den Thiazolidinen mit der R-Konfiguration am C4-Kohlenstoffatom kann unter Verwendung von herkommli- 
chen chemischen und biologischen Verfahren und Techniken lediglich durch Gleichgewichtsverschiebung in Richtung 
der Edukte L-Cystein gewonnen werden. 

Uberraschenderweise hat sich ferner gezeigt, daB die Herstellung von L-Cystein aus intrazellular gebildetem Thia- 
zolidinderivat in der Fermentation vorteilhaft ist. Eine nahere Untersuchung dieses uberraschenden Sachverhalts 
fuhrte zu der Erkenntnis, daB die Toxizitat des Thiazolidins fur die Zelle erheblich niedriger ist, als die Toxizitat des L- 
Cysteins. 

Die Erfindung betrifft somit auch Verfahren zur Herstellung von L-Cystein welche dadurch gekennzeichent sind, 
daB sich von einem Mikroorganismus intrazellular gebildetes L-Cystein mit in dem Mikroorganismus intrazellular vor- 
handenen Keton oder Aldehyd in diesem Mikoorganismus intrazellular zu Thiazolidinderivat umsetzt, dieses Thiazoli- 
dinderivat mittels eines Proteins welches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen fur den 
Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der Zelle geeignet ist, aus dem Mikroorganismus ausgeschleust wird und ggf. 
nach Abtrennen des Thiazolidinderivates durch Gleichgewichtsverschiebung des Reaktionsgleichgewichts zwischen L- 
Cystein und Thiazolidinderivat in Richtung von L-Cystein L-Cystein gewonnen wird. 

Eine MOglichkeit zur intrazellularen Bildung eines Thiazolidinderivats ist die Reaktion des L-Cysteins mit einem 
jeweils intrazellular vorhandenen Keton oder Aldehyd. 

Es sind viele fur die Kondensation in Frage kommende Ketone und Aldehyde in den Stoffwechselwegen von Orga- 
nismen bekannt. In bakteriellen Stoffwechselwegen sind dies unter anderem beispielsweise Pyruvat, Oxalacetat, a- 
Ketoglutarat oder Glyoxylat. 

Vorzugsweise reagiert L-Cystein mit Pyruvat oder Glyoxylat. 

Vorzugsweise bedeutet demgemaB fur die im erfindungsgemaBen Verfahren entstehenden Thiazolidinderivate im 
Schema auf S. 2 mindestens ein Rest R 1 oder R 2 Carboxylgruppe, besonders bevorzugt steht in Formel I Ri fur COOH 
und R 2 fur CH 3 . 

Die Edukte fur die Kondensation zum Thiazolidinderivat kOnnen entweder beide von dem Mikroorganismus gebil- 
det werden oder es wird nur ein Edukt von dem Mikroorganismus gebildet und das zweite Edukt wird wahrend der Fer- 
mentation zugegeben. 

• In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden beide Edukte fur die Kondensation zum Thiazolidin- 
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derivat durch den Mikroorganismus gebildet. 

Als Derivatisierungsmittel zur Derivatisierung von Pyruvat, das so dem Gleichgewicht entzogen werden kann, kon- 
nen unter anderem Hydroxylamin oder 2,4-Dinitrophenylhydrazin verwendet werden. 

Vorteilhafterweise konnen im erfindungsgemaGen Verfahren das Thiazolidinderivat (und das entsprechende 
5 Hemithioketal) aus einfachen und billigen C- und N- und S-Quellen hergestellt werden. 

Es konnen die. in der Fermantation ublichen C-Quellen, wie beispielsweise Glucose, Lactose, Fructose, Starke und 
dergleichen, N-Quellen, wie beispielsweise Ammonium oder Protein hydrolysate und dergleichen, und S-Quellen, wie 
beispielsweise Sutfid, Sulfit, Sulfat, Thiosulfat oder Dithionit im erfindungsgemaBen Verfahren in der Fermentation ver- 
wendet werden. 

10 Die fermerrtativ gewonnenen Thiazolidinderivate konnen nicht nur zur Gewinnung von Cystein eingesetzt werden. 
Es sind vieie Einsatzmoglichkeiten bekannt, die die fermerrtativ hergestellten Thiazolidinderivate mit der R-Korrfigura- 
tion am C4-Kohlenstoffatom als Ausgangsprodukt fur weitergehende Synthesen (building block) verwenden konnen. 
Diefolgenden Beispieledienen zur weiteren Erlauterung der Erfindung. 

Die quantitative Bestimmung an Thiazolidinderivat/Hemithioketal ist nur indirekt moglich. Sie erfolgte in den Bei- 

is spielen durch die Cysteinbestimmung nach Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 104, 627 - 633. Durch die Derivatisie- 
rung des Cysteins im stark Sauren mit Ninhydrin wird dies dem Gleichgewicht entzogen. Somit reagiert das 
Hemithioketal und schlieBlich auch das Thiazolidinderivat nach. Nach etwa 10 Minuten bei 100 °C wird das gesamte 
Thiazolidinderivat und das dazugehorige Hemithioketal in das Cystein-Ninhydrinderivat uberfuhrt, das dann bei 560 nm 
quantif iziert werden kann. Freies Cystein wird hierbei miterfaBt. 

20 Die Menge an freien SH-Gruppen und somit freiem Cystein allein wurde durch den von Sang-Han Lee et al., Bio- 
chemical and Biophysical Research Communications, Vol. 213, Nr. 3 (1995), Seiten 837ff beschriebenen Test mittels 
5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (DTNB) bestimmt. 

Bei einer Bildung von freiem L-Cystein wird dies durch den eingebrachten Luftsauerstoff wahrend der Fermenta- 
tion zum L-Cystin oxidieri Cystin ist im waBrigen Milieu bei pH 7,0 schwer loslich und fallt als weiBes Pellet aus. Bei 

25 Ausbildung eines unloslichen Cystinpellets wurde dies in halbkonzentrierter HCI aufgelost und ebenfalls unter reduzie- 
renden Bedingungen mit Dithiothreit (DTT) im oben erwahnten Test vermessen. 

Im Beispiel 3 sind als Fermentationsergebnisse die im Uberstand mit dem Test nach Gaitonde gemessenen Men- 
gen an "Gesamtcystein" angegeben. Dies sind hierbei vor allem 2-Methyl-thiazolidin-2,4<licarbonsaure l das zugeho- 
rige Hemithioketal, freies L-Cystein und gelostes Cystin. Ausgefallenes Cystin wurde gesondert quantif iziert und 

30 angegeben. 

Die leichte Fallbarkeit, der in der Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung entstehenden 2-Methyl-thiazolidin- 
2,4-dicarbonsaure mittels zweiwertiger Metallionen kann beim Nachweis fur die Erttstehung dieses Derivats ausgenutzt 
werden. Bisher wurde nur die Fallbarkeit mit Zinkacetat beschrieben (Schubert et. al, siehe obige Literaturstelle). Eine 
Fallung mit anderen zweiwertigen Metallionen, wie Magnesium, Eisen, Kupfer, Zink, Mangan, Cobalt und dergleichen 
35 ist aber ebenfalls moglich. Die Fallung und anschlieBende Identifizierung des gebildeten Thiazolidinprodukts ist in Bei- 
spiel 4 beschrieben. Hier wird auch gezeigt, daB nach 24 Stunden Fermentationszeit das Hauptprodukt 2-Methyl-thia- 
zolidin-2,4-dicarbonsaure ist. Die leichte Fallbarkeit ist nicht nur bei der Analyse des Fermentationsprodukts hilfreich, 
sondern auch bei der Aufreinigung des Produkts von Nutzen. 

40 Beispiel 1 

Amplifizierung der Allele durch PCR 

A. Amplifizierung der cysE-Allele 

45 

Die im folgenden verwendeten cysE-Allele, cysEIV und cysEX, sind in DE 19539952 Beispiel 2/10 beschrieben. 

Die Herstellung der dort erwahnten Mutationen ist durch die Verwendung der ortsspezifischen Mutagenese mog- 
lich. Kits zur Durchfuhrung der Mutagenese sind im Handel beispielsweise von Stratagene (Stratagene GmbH, Post- 
fach 105466, D-69044 Heidelberg) unter den Handelsnamen ExSite Oder Chameleon erhaltlich. 
so Nach Durchfuhrung der ortsspezifischen Mutagenese wurden die erhaltenen Allele mittels der Polymeraseketten- 
reaktion (PCR) (Saiki et al. 1988, Science 239: 487-491) aus der jeweiligen DNS mittels folgender Primer amplifiziert. 
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cysE-fw: (SEQ. ID. NO: 5) 

5'-TGG ACC AGA GCT C TG GCT GGC GCA TCG CTT CGG CGT TG-3 » 
Sad 

cysE-rev: (SEQ. ID. NO: 6) 



5'-CTC G AT GCA T TA CGT AGG GGT ATC CGG GAG CGG TAT TG-3' 
Nsil 



20 Die PCR-Experirnerrte wurden in 30 Zyklen in Gegenwart von 200 uM DeoxynuWeotidtriphosphaten (dATP, dCTP, 
dGTR dTTP), je 1 pM des entsprechenden OligonuWeotids, 100 ng Matrizen-DNS mit dem jeweiligen cysE-Allei, 1/10 
10fach Reaktionspuffer (100 mM KCI, 100 mM (NH 4 ) 2 S6 4 , 200 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20 mM MgS0 4 , 1 % Triton X-100 
und 1000 \iqM BSA) und 2,5 Einheiten einer hitzestabilen, rekombinanten Pfu-DNS-Polymerase (Stratagene) in 
einem Thermocycler (Gene-ATAQ-Controler, Pharmacia) unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 94°C fur 1 min, 

25 60 °C fur 1 min und 72 °C fur 3 min. 

Das Amplifizierungsprodukt wurde mit Sacl und Nsil (beide von Boehringer Mannheim GmbH) unter den vom Her- 
steller angegebenen Bedingungen hydrolysiert, uber ein 1 % Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe der Geneclean- 
Methode (Geneclean Kit BIO101 P.O. Box 2284 La Jolla, California, 92038-2284) nach den Angaben des Herstellers 
aus dem Agarosegel als etwa 1 ,0 kb groRes Fragment isoliert Bis zur weiteren Verwendung wurde das Fragment bei - 

30 20°C gelagert. 

B. Amplifizierung des mar-Locus 

Der mar-Locus von Escherichia coli wurde mittels PCR amplif iziert. Das Verfahren zur Gewinnung der Amplifikate 
35 ist dasselbe, wie es in Beispiel 1 Abschnitt A beschrieben wurde. Als Matrizen-DNS wurde die chromosomale DNS aus 
Escherichia coli W3110 (ATCC 27325) verwendet. Als Matrizen DNS ist das Plasmid 100-1-1 (DSM 11545) ebenso 
geeignet. Die Lyse der Zellen und die Reinigung der chromosomalen DNS erfolgte nach dem in Ausubel et al., 1987, 
2.4.1 - 2.4.2, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley-lnterscience, beschrie- 
benen Protokoll. Folgende Primer wurden fur die Amplifizierung des mar-Locus verwendet: 



mar-fw: (SEQ, ID. NO: 7) 



5 t -TTT GGC GCG CCG ATC AGC GGC GGC GCA ACC ATC AG -3 1 
AscI 



50 

mar-rev: (SEQ. ID. NO: 8) 



5'-GCC TTA ATT AAG ATC GAC ACT CAG GCT GTA CTG GCG AC -3 1 
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Die Amplifizierung des mar-Locus fuhrte zu einem etwa 3 kb groBen Fragment, das wie in Bei spiel 1 Abschnitt A 
beschrieben gereinigt wurde. Der nachfolgende Restriktionsverdau wird mit den Enzymen AscI und Pad (beide von 
New England Biolabs GmbH, Postfach 2750, D -65820 Schwalbach/Taunus) gemaB den Anleitungen und mit den Puf- 
fern des Herstellers durchgefuhrt. Nach der Reinigung des Fragments durch Agarosegelelektrophorese wurde es bei - 
20°C gelagert. 

C. Amplifizierung der ORF306-DNS 

Die fur den ORF306 kodierende DNS wurde wie in Beispiel 1 Abschnitt A beschrieben uber PCR amplifiziert Als 
Matrizen-DNS wurde die in Beispiel 1 Abschnitt B isolierte chromosomale DNS aus E. coli W31 10 (ATCC 27325) ver- 
wendet. Als Matrizen-DNS ebenso geeignet ist das Plasmid 100-1-1 (DSM 1 1 545). Die verwendeten Primer sind fol- 
gende: 

ORF306-fw: (SEQ. ID. NO: 9) 

5»-GGA ATT CAT TAA T CC GGC GAC TAA CGA ATC AAC TG-3 1 
Asnl 

ORF3 06-rev: (SEQ. ID. NO: 10) 

5'-GCC TTA ATT AA C GCT ATG TAG TTT GTT CTG GCC CCG-3 1 
Pad 



Das amplifizierte DNS-Fragment ist etwa 1 ,05 kb groB und wurde, wie beschrieben, durch Agarosegelelektropho- 
rese gereinigt. Ein anschlieBender Restriktionsverdau mit den Enzymen Asnl (Boehringer Mannheim) und Pad (New 
England Biolabs) fuhrte nach einer Enzymentfernung zum gewunschten DNS-Fragment. Dies wurde bis zur Verwen- 
dung bei -20°C gelagert. 

D. Amplifizierung des fur den GAPDH-Promotor kodierenden DNS Fragments 

Zur wirksamen Transkription des ORF306 wurde der Promotor des Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase- 
gens verwendet Dieses gewunschte DNS-Fragment wurde ebenfalls mittels PCR gewonnen. 

Als Matrizen-DNS diente wieder die chromosomale DNS aus Escherichia coli W31 10 (ATCC 27325). Als Matrizen- 
DNS ebenso geeignet ist das Plasmid 100-1-1. Es wurden folgende Primer verwendet: 

GAPDH-fw: (SEQ. ID. NO: 11) 

5»-GTC G AC GCG T GA GGC GAG TCA GTC GCG TAA TGC-3 » 
Mlul 

GAPDH-rev: (SEQ. ID. NO: 12) 

5'-GAC C TT AATTAA GAT C TC ATA TGT TCC ACC AGC TAT TTG TTA G-3' 
Pad Ndel 



Das erhaltene DNS Fragment mit etwa 0,3 kb wurde durch eine Agarosegelelektrophorese isoliert und gereinigt, 
wie in Bsp. 1 Abschnitt A beschrieben. Ein anschlieBender Restriktionsverdau mit den Enzymen Mlul und Pad fuhrte 
zum gewunschten DNS-Fragment Nach der Entfernung der Restriktionsenzyme wurde die DNS bei -20°C gelagert. 
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Beispiel 2 



Konstruktion der erfindungsgemaBen Plasmide 

Als Basisolasmid zur Konstruktion der erfindungsgemaBen Plasmide wurde das Plasmid pACYC184 verwendet. 
Diese Sd wie modifiziert, wie in DE 19539952 beschrieben, und als Plasmid pACYCI 84-LH I unter der H.nte, 
legungsnummer DSM 10172 bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen ,n Braunschweig h.nte J* 

Eine Restriktions- und Funktionskarte von Plasmid pACYCI 84-LH .st ,n F.gur 2 geze.gt. Das Plasm.d pACYCI 84- 
LH tragt einen Polylinker. Dieser Polylinker weist folgende Restriktionsschnittstellen auf: 

Notl - Ncol - Sad - Nsil - Mlul - Pad - Notl 

In diesen Linker wurden die in Beispiel 1 durch PCR und anschlieBenden Restriktionsverdau gewonnenen DNS- 
Fragmente ligiert. 

A. Konstruktion der Kontrollplasmide P ACYC184/cysEIV und pACYCI 84/cysEX 

Die Herstellung der Plasmide pACYCI 84/cysEIV und pACYCI 84/cysEX ist in der DE 19539952 Bsp 3 beschrie- 

^ IS 1 SESXSSS^Vm 10172) wurde mitden Resign senzymen Sac, und Nsi. nachden 
Angaben des Herstellers (Boehringer Mannheim) verdaut. Die verdaute DNS wurde anschl.eBend durch erne Agarose- 
flSSophorese zur Entfernung der Enzyme gereinigt. wie dies vorher beschrieben wurde. D.e .n Be.s p.e 11 1 Abschnm 
AVewonnenen DNS-Fragmente. die for das jeweilige cysE-Allel todieren, wurden dann m,t dem Sad und Ns,l verdau- 
Ten RaTmfd PACYC184-LH aquimolar gemischt und mit 1 ul T4 DNS Ligase und 2 ^ 10fach L.gasepuffer (beides Boe- 
hringSS versetzt und mit stolen,, doppelt desti.liertem H 2 0 auf ein Gesamtvo.umenvon g *** 
Das Gemisch wurde bei 4»C Ober Nacht inkubiert und zur Transformation von Eschench.a col. W31 10 (ATCC 27325) 
vS,eS dTS folgenden beschriebene Transformationsverlahren wurde bei alien in den Be,sp.elen genannten 

Tra ^trmSrvon d S: co.i W3110 erfolgte mittels E.ektroporatio, Hierzu wurden 500 m, LB-Medium (10 g 
Trvoton 5 g HSeSakt 5 g Nad) in einem 1 I Enenmeyerkolben mit 1 % (V/V) einer Ubernachtkuttur ,n demselben 
S: angSmpft Nach einer Inkubation im Rundschuttler bei 37»C bis zu einer optischen Dichte 
nmwurden die Zellen durch eine Zentrifugation bei 4°C in einem sterilen Becher geerntet. Alle we,teren Schrtter wur- 
dTn nun auf Bs und unter Einhaltung steriler Bedingungen durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde nun zweimal m,t 500 ml 
JskaTem sternem, doppelt destil.iertem H 2 0 gewaschen und schlieBlich in 30 m. 10 % (V/V) stenlem Glycenn resus- 
pSKch einer weHeren Zentrifugation wurde das Zellpellet in 500 mI 10 % (V/V, Glycerin au^enommer^nd in 
200 ^l Aliquots bei -80°C gelagert. Fur die Transformation wurden die Zellen auf E.s aufgetaut, mrt ■ etwa 10^100 n^ DNS 
versetzt und in eine steri.e Elektroporationskuvette (BioRad) gegeben. Die Kuvette wurde " <^*$ 
gestellt und bei einer Spannung von 2500 Volt, einem Paral.elwiderstand von 200 Ohm 

elektroporiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml SOC Medium (Case.npepton 20,0 g/l. Hefeext ^ 5.0 gfl NaC 
0 58 q/l KCI 0 19 g/l MgCI 2 2,03 g/l, MgS0 4 2,46 gfl, Glukose 3,60 gfl, pH = 7,0) resuspend.ert und fur erne SUinde bei 
Sc geSutt'eft Danach wu den die Lien entsprechend verdOnnt, auf LB-Agarplatten (10 gfl Trypton, 5 g/l Hefeex- 
VJ, ^NaS 15 gfl Agar, pH = 7,2) ausplattiert und Ober Nacht bei 37»C inkubiert. bis Einzelkolon.en s.chtbar wur- 

Die gewonschten Transformanden wurden nach einer P.asmidisolierung mittels QIAprep Spin Plasmid Mil [Qiagen 
GmbH Max-Volmer-StraBe 4. D-40724 Hilden) durch eine Restriktionsanalyse identif mert. S,e wurden ,n Be,sp.el 3 als 
Kontrolle in der Fermentation verwendet. 

Die Plasmide pACYC184/cysEIV und pACYCI 84/cysEX sind in Figur 3 dargestelH. 

B. Konstruktion der Plasmide pACYCI 84/cysE I V-mar und pACYCI 84/cysEX-mar 

Jeweils 1 ng der in Beispiel 2 Abschnitt A konstruierten Plasmide pACYCI 84/cysE IV und pACYCI 84/cysEX wurde 
nache^der mit den RestSktionsenzymen Mlul (Boehringer) und Pad (New England Biolabs) gemaB den Angaben 
der HenSSe ve daut. Nach diesem Restriktionsverdau wurde die DNS durch eine < {"TZSSZZ 
und qereinigt wie dies in Beispiel 1 Abschnitt A beschrieben wurde. Etwa 20 ng der Mlul-Pacl verdauten Vektoren 
oACYcS P ACYC184/cysEX wurden jeweils mit 200 ng des in Beispiel 1 Abschnitt A hergestellten DNS 

F^gmente 1 J T4 DNS Ligase (Boehringer Mannheim) und 2 ^ 10fach Ligasepuffer (Boehringer Mannhe,m) und der 

S Sen Menge sterilem, doppelt destil.iertem H 2 Q in einem Endvolumen von 20 mJ >"^™ ™ 
tion Ober Nacht bei 4°C wurden die zwei DNS-Gemische zur Transformation von Escherichia col. W31 10 (ATCC 27325) 
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verwendet Nach einer Plasmidisolierung mittels QIAprep Spin Plasmid Kit (Qiagen GmbH) und einer Restriktionsana- 
lyse wurden die gewunschten Transformanden isoliert und in der Fermentation eingesetzt, wie dies in Beispiel 3 
beschrieben ist. Eine Restriktions- und Funktionskarte der Plasmide pACYC184/cysElV-mar bzw. pACYC184/cysEX- 
mar ist in Figur 4 gezeigt 

C. Konstruktion der Plasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH und pACYC184/cys EX-GAP DH 

Die in Beispiel 2 Abschnitt A konstruierten Plasmide pACYC184/cysEIV und pACYCl84/cysEX wurden jeweils mit 
den Restriktionsenzymen Mlul (Boehringer Mannheim) und Pad (New England Biolabs) gemaB den Angaben der Her- 
steller verdaut. 

Nach der Reinigung dieser so behandelten Plasmide wurden jeweils mit dem in Beispiel 1 Abschnitt D hergestell- 
ten DNS Fragment zwei Ligation en angesetzt, wie dies in Beispiel 2 Abschnitt B beschrieben wurde. 

Nach einer Inkubation uber Nacht bei 4°C wurden die Ugationsansatze in E. coli W31 10 transformiert. Die richtigen 
Transformanden wurden nach der Isolierung der Plasmid DNS durch eine Analyse mittels geeigneter Restriktionsen- 
zyme identifiziert. 

Die Plasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH und pACYCl84/cysEX-GAPDH wurden als Ausgangsmaterialien zur 
Konstruktion der Plasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH-ORF306 und pACYC184/cysEX-GAPDH-ORF306 verwendet, 
wie dies im folgenden Abschnitt D beschrieben ist. 

D. Konstruktion der Plasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH-ORF306 und pACYC184/cysEX-GAPDH-ORF306 

Die in Abschnitt C hergestellten Plasmide wurden mit Ndel (Boehringer Mannheim) und Pad (New England Biol- 
abs) gemaB den Angaben der Hersteller verdaut. Nach dem Reinigen der Plasmid DNS wurden mit dem Asnl-Pacl 
geschnittenen DNS Fragment aus Beispiel 1 Abschnitt C, das fur den ORF306 kodiert, zwei Ligationen angesetzt. 

Nach einer Inkubation uber Nacht bei 4°C wurde das DNS Gemisch jeweils in E. coli W31 10 transformiert und auf 
LB-Platten ausplattiert. Nach dem Erscheinen der Einzelkolonien wurden diese durch Plasmidisolierung und Restrikti- 
onsverdau auf ihre Richtigkeit hin uberpruft. 

Eine Restriktions- und Funktionskarte der Plasmide pACYC184/cysEIV-GAPDH-ORF306 und pACYC184/cysEX- 
GAPDH-ORF306 ist in der Figur 5 gezeigt. 

Beispiel 3 

Vergleich der Ausbeuten der erfindungsgemaBen Konstrukte und bekannter Konstrukte in der Fermentation 

Aile in der Fermentation verglichenen Plasmide wurden in E. coli W31 1 0 fermentiert. So ist gewahrleistet, daB die 
jeweils beobachteten Ausbeutesteigerungen nur aus der erfindungsgemaBen Verwendung der Gene resultiereri. 

20 ml LB-Medium mit 15 mg/l Tetracyclin wurden in einem Erlenmeyerkolben (100 ml) mit dem jeweiligen E. coli 
Konstrukt beimpft Nach siebenstundiger Inkubation im Schuttelinkubator (150 Upm, 30°C) wurden die jeweiligen Vor- 
kulturen in 100 ml SM1 -Medium uberfuhrt (12 g/l K 2 HP0 4 , 3 g/l KH 2 P0 4 , 5 g/l (NH 4 ) 2 S0 4 , 0,3 g/l MgS0 4 x 7 H 2 0, 
0,015 g/l CaCI 2 x 2 H 2 0, 0.002 g/l FeS0 4 x 7 H 2 0, 1 g/l Na 3 Citrat x 2 H 2 0, 0.1 g/l NaCI, 1 ml/I Spurenelementldsung, 
bestehend aus 0,15 g/l Na 2 Mo0 4 x 2H 2 0, 2,5 g/I H 3 B0 3 , 0,7 g/l CoCl 2 x6H 2 0, 0,25 g/l CuS0 4 x 5 H 2 0, 1,6 g/l MnCI 2 
x 4 H 2 0, 0,3 g/l ZnS0 4 x 7 H 2 0), das mit 5 g/l Glucose, 5 mg/l Vitamin B1 und 15 mg/l Tetracyclin supplementiert war. 
Die Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben (1 I) bei 30 °C fur 17 h mit 150 Upm geschuttelt. Nach dieser Inkubation 
betrug die optische Dichte bei 600 nm (OD 600 ) zwischen 3 und 5. 

Die Fermentation wurde in Fermentern BIOSTAT M der Firma Braun-Melsungen durchgefuhrt. Es wurde ein Kul- 
turgefaB mit 2 I Gesamtvolumen verwendet. Das Fermentationsmedium enthalt 15 g/l Glucose, 10 g/l Trypton (Difco), 
5 g/l Hefeextrakt (Difco), 5 g/l (NH 4 ) 2 S0 4 , 1 ,5 g/l KH 2 P0 4 , 0,5 g/l NaCI, 0,3 g/l MgS0 4 x 7 H 2 0, 0,015 g/l CaCI 2 x 2 H 2 0, 
0,075 g/l FeS0 4 x 7 H 2 0, 1 g/l Na 3 Citrat x 2 H 2 0 und 1 ml Spurenelementlflsung (siehe oben), 0,005 g/l Vitamin B1 
und 15 mg/l Tetracyclin. Der pH-Wert im Fermenter wurde zu Beginn durch Zupumpen einer 25% NH 4 OH-L6sung auf 
7,0 eingestellt. Wahrend der Fermentation wurde der pH-Wert durch automatische Korrektur mit 25 % NH 4 OH auf 
einem Wert von 7,0 gehalten. Zum Animpfen wurden 100 ml Vorkultur in das FermentergefaB gepumpt. Das Anfangs- 
volumen betrug etwa 1 I. Die Kulturen wurden zunachst mit 200 rpm geruhrt und mit 1 ,5 wm einer uber einen Steritfilter 
entkeimten PreBluft begast. Die Luftsauerstoffsattigung wurde wahrend der Fermentation auf 50 % eingestellt. Die 
Kontrolle erfolgte automatisch uber die Ruhrgeschwindigkeit. Die Fermentation wurde bei einer Temperatur von 30 °C 
durchgefuhrt. Nach 2 h Fermentationszeit erfolgte eine Zufutterung aus einer sterilen 30 % Na-Thiosulfat x 5 H 2 0 - 
Stammlflsung mit einer Rate von 3 ml pro Stunde. Nach Erreichen einer OD 600 von 1 0 wurde eine sterile 56 % Glukose- 
Stammlosung mit einer Rate von etwa 8 - 14 ml pro Stunde zudosiert. Die Bestimmung des Glukosegehalts erfolgte 
enzymatisch mit Hilfe eines Glukoseanalysators der Firma YSI. Die Glukosekonzentration wurde wahrend der Fermen- 
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15 



tation durch kontinuier.iches ZutOttern zwischen 10 und 20 * -^^^35^2^?^^ 
wnrHP a i.<; dem zeMreien Oberstand der Probe colorimetnsch nach Gaitonde, M. K. (1967), Biochem. J. 1U4, ooo, 

chentXTll^ *3e dies nach Abtrennung des Gberstands einer gezogenen Probe nach Zentrrfugat.cn ,n 
SSSSS^SSS^ISS- und ebenfalls unter reduzierenden Bedingungen (DTT) im oben erwahnten Test ver- 

meS Unt er diesen Bedingungen wurden nach einer Fermentationsdauer von 24 Stunden bzw. 48 Stunden die, in den 

Mikrooroanismen und Verfahren zur lermentativen Herstel lung den vaten. 

^e7S I« Mikroorganismen und Verfahren zur fermentativen Herstel.ung von L-Cyste.n JjCjnJ* 
AceS Se'n ode^ den ORF306 kodierende Abschnitt die Ausbeuten an Cyste.n und/oder Th.a- 

zolidinderivat (Gesamtcystein) deutli Tabellen extra vermerkt. 



20 



25 



30 



Tabelle 1 



Ausbeuten an Gesamtcystein mit dem cysEIV-Allel 




Ausbeuten an Gesamtcystein (g/l) mitfolgend 


en Plasmidkonstrukten 


Fermentationszeit 


P ACYCl84/cysEIV 


pACYC184/cysEIV-mar 


pACYCl84/cysEIV- 
GAPDH-ORF306 


24 Stunden 


1 


3,8 


3,8 


48 Stunden 


1,6 


5 


3,2 + 6,3* 



*als Pellet vorhandene Cystinmenge in Gramm pro Liter 
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Tabelle 2 



Ausbeuten an Gesamtcystein mit dem cysEX-Allel 




Ausbeuten an Gesamtcystein (g/l) mit folgend 


en Plasmidkonstrukten 


Fermentationszeit 


pACYC184/cysEX 


pACYC184/cysEX -mar 


pACYC184/cysEX- 
GAPDH-ORF306 


24 Stunden 


4,9 


^ 5,9 


12,8 


48 Stunden 


6,8 


11.4 


7,2 + 12,0* 



■als Pellet vorhandene Cystinmenge in Gramm pro Liter 



SO 
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Beispiel 4 

Nachweis fur die Bildung von 2-Methyl-thiazolidin-2,4-di-carbonsaure 



Far den Nachweis der Bildung der 2-Methyl-thiazolidin-2,4-di-carbonsaure als Hauptprodukt der in Beispiel 3 
besc^^^ KonstruW E. coli W31 10 x P ACYC184/cysEX-GAPDH-ORF306 w,e ,n Be.sp.el 

3 ^crT sTsTunTn wurde der Fermentationsuberstand durch eine Zentrrfugation von den Zeilen abgetrennt Die 
bBS^^Q^^m ergab 12,8 g Gesamtcystein im Oberstand. Der ^^ s ^ a ^^Tc 
Soso! in einS Endkonzentration von 0.3 M versetzt. Nach einer Inkubation dieses Uberstands uber Nacht , b 4 C 
%2Et£ bSe skS ein weiBer Niedersch.ag. Bei diesem Niederschiag handelte es s.ch urn das schwer.osl.che 
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an Cystein von 2,5 g/I gemessen. 

Der Niederschlag wurde in halbkonzentrierter HCI aufgelOst und ebenfalls einem Cysteintest unterworfen. Hier 
fand sich eine Konzentration von 9,5 g/I Cystein. Nach einer 1 H und 13 C NMR Untersuchung des in D 2 0 + HCI aufge- 
losten Niederschlags wurde dieser gegen eine Referenzsubstanz (M.R Schubert, J. Biol. Chem. 121 , 539-548 (1937)) 
5 als 2-Methyl-thiazolidin-2,4-di-carbonsfiure indentifiziert. 

Beispiel 5 

Unterschiedliche Toxizitaten von L-Cystein und 2-Methyl-Thiazolidin-2,4(R)-dicarbonsaure 

10 

Fur diesen Versuch wurde 

2-Methyl-Thiazolidin-2,4(R)-dicarbonsaure nach der Methode von Schubert (MP. Schubert, J. Biol. Chem. 121, 
539-548 (1937)) aus L-Cystein und Pyruvat synthetisiert. Eine Ubernachtkultur von E. coli W31 10 in LB-Medium wurde 

is in 20 ml SM1-Medium (siehe Beispiel 3) geimpft, das mit 10 g/I Glucose, 10 % LB-Medium, 5 rng/i Vitamin B1 , 15 mg/l 
Tetracyclin und jeweils entsprechenden Mengen L-Cystein oder 2-Methyl-Thiazolidin-2,4(R)-dicarbonsaure supple- 
ment! ert war. Nach einer 7 stundigen Inkubation bei 37 °C zeigte sich im mit L-Cystein versetzten Medium kein Wachs- 
tum mehr ab 1 mM, wahrend im, mit 2-Methyl-Thiazolidin-2,4(R)-dicarbonsaure versetzten, Medium ein Wachstum bis 
zu 50 mM zu beobachten war. Langere Inkubationszeiten waren aufgrund der leichten Oxidierbarkeit von Cystein nicht 

20 moglich. Somit ergibt sich bei 

L-Cystein eine deutlich hOhere Toxizitat fur E. coli als bei 2-Methyl-Thiazolidin-2,4(R)-dicarbonsaure. 2-Methyl-Thiazo- 
lidin-2,4(R)-dicarbonsaure eignet sich daher deutlich besser zur Gewinnung von L-Cystein durch fermentative Verfah- 
ren, auch wenn hierbei noch ein chemischer Schritt zur Freisetzung des L-Cysteins notwendig ist. 

25 Beispiel 6 

Verstarkte Bildung von N- Acetyl- L-Serin 

Die Bildung von N-Acetyl-L-Serin erfolgt durch spontane Umlagerung aus O-Acetyl-L-Serin. Dieses O-Acetyl-L- 
30 Serin ist die unmittelbare Vorstufe von L-Cystein im Biosyntheseweg bei Bakterien. Bei unzureichendem oder fehlen- 
dem Schwefeleinbau in O-Acetyl-L-Serin ist das Endprodukt einer solchen Fermentation somit N-Acetyl-L-Serin. Die 
erfindungsgemaBen Gene erhGhen bei fehlender Schwefelzufuhr auch die Ausbeute an diesem Fermentationsprodukt. 

Die in Beispiel 3 beschriebene Fermentation wurde ohne Thiosulfatfutterung durchgefuhrt. Die verwendeten Kon- 
strukte, die die Wirksamkeit der vorliegenden Gene, insbesondere des ORF306 zeigen sollten, waren 
35 pACYCI 84/cysEX und pACYCI 84/cysEX-GAPDH-ORF306. 

Wie die Ergebnisse in Tabelle 3 zeigen, erhflhen die erfindungsgemaBen Gene, insbesondere der ORF306, deut- 
lich die Ausbeute an N-Acetyl-L-Serin in der Fermentation. 



Tabelle 3 



Ausbeuten an N-Acetyl-L-Serin nach 24 h Fermentation 


Konstrukt 


N-Acetyl-L-Serin (g/I) 


pACYCI 84/cysEX 


7.6 


pACYCI 84/cysEX-G APDH-ORF306 


15,9 



Bei Verwendung von starker feedback-resistenten cysE-Allelen (beispielsweise cysEXIV, cysEXI und cysEXXII aus 
DE 19539952) in Kombination mitden erfindungsgemaBen Genen konnen Ausbeuten an N-Acetyl-L-Serin von uber 30 
so g/I erreicht werden. 
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mentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl -Serin Oder 
Thiazolidinderivaten 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 12 

(iv) COMPUTER - LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE : Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 3 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTISENSE: NEIN 
(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 1: 

Met Ser Arg Lys Asp Gly Val Leu Ala Leu Leu Val Val Val Val Trp 
15 10 15 

Gly Leu Asn Phe Val Val lie Lys Val Gly Leu His Asn Met Pro Arg 
20 25 30 

Leu Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met Leu Val 
35 40 

ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 06 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 



Met Lys Phe Arg Gly Gly Arg Met Ser Arg Lys Asp Gly Val Leu Ala 
! 5 10 15 

Leu Leu Val Val Val Val Trp Gly Leu Asn Phe Val Val He Lys Val 
20 25 30 

Gly Leu His Asn Met Pro Arg Leu Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met 
35 40 4 5 

Leu Val Ala Phe Pro Ala He Phe Phe Val Ala Arg Pro Lys Val Pro 
50 55 60 



Leu Asn Leu Leu Leu Gly Tyr Gly Leu Thr He Ser Phe Ala Gin Phe 
65 



70 75. 80 



Ala Phe Leu Phe Cys Ala He Asn Phe Gly Met Pro Ala Gly Leu Ala 
85 90 95 

Ser Leu Val Leu Gin Ala Gin Ala Phe Phe Thr lie Met Leu Gly Ala 
100 105 11° 

Phe Thr Phe Gly Glu Arg Leu His Gly Lys Gin Leu Ala Gly He Ala 
115 120 125 

Leu Ala He Phe Gly Val Leu Val Leu He Glu Asp Ser Leu Asn Gly 
130 135 140 



Gin His Val Ala Met Leu Gly Phe Met Leu Thr Leu Ala Ala Ala Phe 
14 5 



150 155 160 



Ser Trp Ala Cys Gly Asn 



He Phe Asn Lys Lys He Met Ser His Ser 



165 170 I 75 

Thr Arg Pro Ala Val Met Ser Leu Val He Trp Ser Ala Leu He Pro 
180 185 190 



He He Pro Phe Phe Val Ala Ser Leu I 



le Leu Asp Gly Ser Ala Thr 
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195 200 205 

5 Met lie His Ser Leu Val Thr lie Asp Met Thr Thr lie Leu Ser Leu 

210 215 220 

Met Tyr Leu Ala Phe Val Ala Thr lie Val Gly Tyr Gly lie Trp Gly 
10 225 230 235 240 

Thr Leu Leu Gly Arg Tyr Glu Thr Trp Arg Val Ala Pro Leu Ser Leu 
245 250 255 

15 

Leu Val Pro Val Val Gly Leu Ala Ser Ala Ala Leu Leu Leu Asp Glu 
260 265 270 

20 Arg Leu Thr Gly Leu Gin Phe Leu Gly Ala Val Leu lie Met Thr Gly 

275 280 285 



25 



30 



35 



40 



Leu Tyr lie Asn Val Phe Gly Leu Arg Trp Arg Lys Ala Val Lys Val 
290 295 300 

Gly Ser 
305 

( 2 ) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 299 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

{D ) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
45 (iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

50 (vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 

55 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 3: 

Met Ser Arg Lys Asp Gly Val Leu Ala Leu Leu Val Val Val Val Trp 
15 10 IS 

Gly Leu Asn Phe Val Val lie Lys Val Gly Leu His Asn Met Pro Arg 
20 25 30 

Leu Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met Leu Val Ala Phe Pro Ala lie 
35 40 45 

Phe Phe Val Ala Arg Pro Lys Val Pro Leu Asn Leu Leu Leu Gly Tyr 
50 55 60 

Gly Leu Thr He Ser Phe Ala Gin Phe Ala Phe Leu Phe Cys Ala lie 
65 70 75 80 

Asn Phe Gly Met Pro Ala Gly Leu Ala Ser Leu Val Leu Gin Ala Gin 
85 90 95 

Ala Phe Phe Thr He Met Leu Gly Ala Phe Thr Phe Gly Glu Arg Leu 
100 105 HO 

His Gly Lys Gin Leu Ala Gly He Ala Leu Ala He Phe Gly Val Leu 
115 120 125 

Val Leu He Glu Asp Ser Leu Asn Gly Gin His Val Ala Met Leu Gly 
130 135 140 

Phe Met Leu Thr Leu Ala Ala Ala Phe Ser Trp Ala Cys Gly Asn He 
145 150 155 160 

Phe Asn Lys Lys He Met Ser His Ser Thr Arg Pro Ala Val Met Ser 
165 170 175 

Leu Val He Trp Ser Ala Leu He Pro He He Pro Phe Phe Val Ala 
180 185 190 
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10 



15 



25 



30 



40 



45 



Ser Leu lie Leu Asp Gly Ser Ala Thr Met lie His Ser Leu Val Thr 
195 200 205 

lie Asp Met Thr Thr lie Leu Ser Leu Met Tyr Leu Ala Phe Val Ala 
210 215 220 

Thr lie Val Gly Tyr Gly lie Trp Gly Thr Leu Leu Gly Arg Tyr Glu 
225 230 235 240 

Thr Trp Arg Val Ala Pro Leu Ser Leu Leu Val Pro Val Val Gly Leu 
245 250 255 

Ala Ser Ala Ala Leu Leu Leu Asp Glu Arg Leu Thr Gly Leu Gin Phe 
260 265 270 

Leu Gly Ala Val Leu lie Met Thr Gly Leu Tyr lie Asn Val Phe Gly 
275 280 285 

Leu Arg Trp Arg Lys Ala Val Lys Val Gly Ser 
290 295 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 



( i ) S EQUENZ KENNZE I CHEN : 
35 (A) LANGE: 266 Aminos aur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(B) STAMM: K12 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO : 4: 

Met Leu Ala Gly Leu Arg Phe Met Leu Val Ala Phe Pro Ala lie Phe 
1 5 10 15 

Phe Val Ala Arg Pro Lys Val Pro Leu Asn Leu Leu Leu Gly Tyr Gly 
20 25 30 

Leu Thr He Ser Phe Ala Gin Phe Ala Phe Leu Phe Cys Ala He Asn 
35 40 45 

Phe Gly Met Pro Ala Gly Leu Ala Ser Leu Val Leu Gin Ala Gin Ala 
50 55 60 • 

Phe Phe Thr He Met Leu Gly Ala Phe Thr Phe Gly Glu Arg Leu His 
65 70 75 80 

Gly Lys Gin Leu Ala Gly He Ala Leu Ala He Phe Gly Val Leu Val 
85 90 95 

Leu He Glu Asp Ser Leu Asn Gly Gin His Val Ala Met Leu Gly Phe 
100 105 HO 

Met Leu Thr Leu Ala Ala Ala Phe Ser Trp Ala Cys Gly Asn He Phe 
115 120 125 . 

Asn Lys Lys He Met Ser His Ser Thr Arg Pro Ala Val Met Ser Leu 
130 135 140 

Val He Trp Ser Ala Leu He Pro He He Pro Phe Phe Val Ala Ser 
145 150 155 160 

Leu He Leu Asp Gly Ser Ala Thr Met He His Ser Leu Val Thr He 
165 170 175 

Asp Met Thr Thr He Leu Ser Leu Met Tyr Leu Ala Phe Val Ala Thr 
180 185 190 
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He Val Gly Tyr Gly He Trp Gly Thr Leu Leu Gly Arg Tyr Glu Thr 
195 200 205 

Trp Arg Val Ala Pro Leu Ser Leu Leu Val Pro Val Val Gly Leu Ala 
210 • 215 220 

Ser Ala Ala Leu Leu Leu Asp Glu Arg Leu Thr Gly Leu Gin Phe Leu 
225 230 235 240 

Gly Ala Val Leu He Met Thr Gly Leu Tyr He Asn Val Phe Gly Leu 
245 250 255 

Arg Trp Arg Lys Ala Val Lys Val Gly Ser 
260 265 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 3 8 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc • "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 5: 
TGGACCAGAG CT CTGGCTGG CGCATCGCTT CGGCGTTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
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(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
CTCGATGCAT TACGTAGGGG TATCCGGGAG CGGTATTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 
TTTGGCGCGC CGATCAGCGG CGGCGCAACC ATCAG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 8: 
GCCTTAATTA AGATCGACAC TCAGGCTGTA CTGGCGAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BES CURE I BUNG : /desc = "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



23 



EP 0 885 962 A1 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 9: 
GGAATTCATT AATCCGGCGA CTAACGAATC AACTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc * "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
GCCTTAATTA ACGCTATGTA GTTTGTTCTG GCCCCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 3 3 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



24 



EP 0 885 962 A1 



(iv) ANTISENSE: NEIN 



5 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

10 

GTCGACGCGT GAGGCGAGTC AGTCGCGTAA TGC 3 3 

15 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

20 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

25 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "synthetic" 



30 



35 



40 



45 



55 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
GACCTTAATT AAGAT CTCAT ATGTTCCACC AGCTATTTGT TAG 43 

Patentanspruche 

1. Mikroorganismenstamm, der zur fermentativen Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin und/oder Thia- 
zolidinderivaten geeignet ist, dadurch gekennzeichnet, daG er mindestens ein Gen kodierend fur ein Protein, wel- 
ches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen fur den Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der 
Zelle geeignet ist, uberexprimiert. 

2. Mikroorganismenstamm gemaG Anspruch 1 , dadurch gekennzeichent, daB als Gen kodierend fur ein Protein, wel- 
ches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen fur den Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der 
Zelle geeignet ist, mindestens ein Gen ausgewahlt aus der Gruppe mar-Locus, emr-Locus, acr-Locus, cmr-Locus, 
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mex-Gene, bmr-Gen, qacA-Gen, uberexprimiert wird. 

3. Mikroorganismenstamm gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichent, daB als Gen kodierend fur ein Protein, wel- 
ches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika Oder anderen fur den Mikroorganismus toxischen Stoffen aus der 
Zelle geeignet ist, ein Gen kodierend fur ein Protein umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLVV WWGLNFVVI 
KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ. ID NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie groBer 50 % zu 
SEQ.ID.NO: 1 uberexprimiert wird. 

4. Gen kodierend fur ein Protein umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLVV WWGLNFVVI KVGLHNMPRL 
MLAGLRFMLV (SEQ. ID NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie groBer 50 % zu SEQ.ID.NO: 1. 

5. Gen kodierend fur ein Protein umfassend die Sequenz 

1 MKFRGGRMSR KDGVLALLVV WWGLNFVVI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV 

51 AFPAI FFVAR PKVPLNLLLG YGLTISFAQF AFLFCAINFG MPAGLASLVL 
101 QAQAFFTIML GAFTFGERLH GKQLAGIALA IFGVLVLIED SLNGQHVAML 
151 GFMLTLAAAF SWACGNIFNK KIMSHSTRPA VMSLVIWSAL IPIIPFFVAS 
201 LILDGSATMI HSLVTIDMTT ILSLMYLAFV ATIVGYGIWG TLLGRYETWR 
251 VAPLSLLVPV VGLASAALLL DERLTGLQFL GAVLIMTGLY I NVFGLRWRK 
301 AVKVGS* (SEQ. ID. NO: 2) 

Oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie groBer 50 % zu SEQ. ID. NO: 2. 

6. Proteine umfassend die Sequenz MSR KDGVLALLVV WWGLNFVVI KVGLHNMPRL MLAGLRFMLV (SEQ. ID 
NO: 1) oder eine Sequenz mit einer Sequenzhomologie groBer 50 % zu SEQ. ID. NO: 1. 

7. Piasmid enthaltend mindestens ein Gen gemaB Anspruch 4 oder 5. 

8 Verfahren zur Herstellung von L-Cystein, L-Cystin, N-Acetyl-Serin oder Thiazolidinderivaten hiervon dadurch 
gekennzeichnet, daB ein Mikroorganismenstamm gemaB Anspruch 1 , 2 oder 3 in an sich bekannter Art und Weise 
in der Fermentation eingesetzt wird. 

9. Verwendung von Efflux-Genen zur verstarkten Expression von Aminosauren oder intrazellular gebildeten Amino- 
saurederivaten in der Fermentation. 

10. Verfahren zur Herstellung von L-Cystein welche dadurch gekennzeichent sind, daB sich von einem Mikroorganis- 
mus intrazellular gebildetes L-Cystein mit in dem Mikroorganismus intrazellular vorhandenen Keton oder Aldehyd 
in diesem Mikoorganismus intrazellular zu Thiazolidinderivat umsetzt, dieses Thiazolidinderivat mittels emes Pro- 
teins welches direkt zur Ausschleusung von Antibiotika oder anderen fur den Mikroorganismus toxischen Stoffen 
aus der Zelle geeignet ist, aus dem Mikroorganismus ausgeschleust wird und ggf. nach Abtrennen des Thiazohdm- 
derivates durch Gleichgewichtsverschiebung des Reaktionsgleichgewichts zwischen L-Cystein und Thiazolidinde- 
rivat in Richtung von L-Cystein L-Cystein gewonnen wird. 
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